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ACTIVATEUR POUR FERMENT A BASE DE BACTERIES LACTIQUES ET 
PROCEDE DE PREPARATION D'UN PRODUIT LACTE METTANT EN CEUVRE 

LEDIT ACTIVATEUR. 

La presente invention se rapporte a un activateur pour un ferment a base 
de bacteries lactiques, a ['utilisation de cet activateur pour la preparation de 
produits lactes et au procede de preparation d'un produit lacte caracterise par la 
mise en oeuvre de cet activateur. 
5 La fermentation du lait est generalement realisee par ensemencement de 

celui-ci a 1'aide d'une culture bacterienne couramment designee sous le nom de 
starter, ferment ou levain. Ce ferment contient generalement des bacteries 
anaerobies ou microaerophiles appartenant au groupe des grams positifs qui 
fermentent les sucres en leurs acides respectifs. L'acide principalement produit 
10 est l'acide lactique a partir du lactose. 

Generalement, ces ferments contiennent des organismes mesophiles 
ayant une temperature de croissance optimale comprise entre 25 et 35°C et/ou 
des organismes dits thermophiles ayant une temperature de croissance optimale 
entre 35 et 45°C. 

15 Les organismes les plus utilises et qui sont presents dans les ferments, 

sont ceux appartenant aux genres Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, 

Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium et Brevibacterium. 

Les organismes specifiques appartenant au groupe des mesophiles 

comprennent les Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. 
20 cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylacti§, Leuconostoc 

cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides y Leuconostoc 

mesenteroides subsp lactis, cette liste n'etant pas exhaustive. 

Les especes bacteriennes de type thermophile sont, entre autre, les 

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus casei f Lactobacillus paracasei, 
25 Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, 

Lactobacillus bulgaricus et Lactobacillus acidophilus. 

Ces ferments sont utilises sous la forme de concentres soit sous forme 

seche, c'est-a-dire sous forme d'une poudre, par exemple lyophilisee ou 

atomisee, sous forme liquide, ou a Tetat congele. 
30 Ces types de formulation ont pour double avantage de preserver la 

viabilite des cultures sur une large periode et d'etre tout particulierement 

appropries a I'ensemencement direct, selon lequel on introduit directement le 

ferment dans le lait de fabrication. Avantageusement, aucune mise en culture 
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preliminaire ne s'avere necessaire avant utilisation par opposition a 
I'ensemencement dit semi-direct. 

Bien que la presente invention puisse egalement etre appliquee 
efficacement a l'ensemencement semi-direct, elle s'avere tout particulierement 
5 interessante pour l'ensemencement dit direct pour la raison suivante : lorsque les 
bacteries sont introduites lors d'un ensemencement direct, c'est-a-dire sous la 
forme d'un concentrat sec, liquide ou congele, elles ne sont pas immediatement 
efficaces et elles necessitent une remise en activite. La remise en activite de ce 
type de ferment necessite un laps de temps d'adaptation correspondant d'une 

10 part au retablissement de la bacterie conditionnee sous sa forme naturelle et 
d'autre part a la restitution de son activite metabolique. Plus precisement, cette 
periode d'adaptation comprend successivement une premiere phase de 
rehydratation et une deuxieme phase dite « de latence » correspondant plus 
particulierement au « reveil » de I'activite metabolique des bacteries. C'est au 

15 . cours de cette deuxieme phase que s'effectuent la reparation cellulaire, 
I'adaptation du systeme enzymatique a son environnement biologique et 
Tinitiation de la division cellulaire. Mors que la phase de rehydratation est 
quasiment immediate, la phase de latence peut s'etendre jusqu'a 3 heures, et est 
bien entendu prejudiciable pour Tindustriel en terme de rentabilite. 

20 La technique de l'ensemencement direct offre des avantages 

determinants : disponibilite immediate des ferments sous un encombrement 
reduit, possibilite de realiser des melanges complexes d'especes ou de souches 
differentes dans des proportions determinees et constantes, regularite des 
performances accrue par rapport aux ferments traditionnels prepares sur les lieux 

25 d'utilisation, production realisee dans des unites specialisees ou chaque etape du 
procede est optimisee et controlee, qualite des ferments rigoureusement definie. 

La presente invention a precisement pour objectif de proposer un moyen 
pour reduire significativement cette periode de latence. 

De maniere inattendue, les inventeurs ont mis en evidence que la mise en 

30 contact d'un ferment a base de bacteries lactiques et de preference dit direct, 
avec un activateur conforme a ('invention, prealablement a son introduction dans 
le milieu lacte a traiter, permettait de diminuer significativement ladite periode de 
latence. 
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La presente invention a done pour premier objet un activateur pour un 
ferment a base de bacteries iactiques. 

Elle a pour second objet ['utilisation de cet activateur pour activer en 
milieu iiquide un ferment a base de bacteries Iactiques. 
5 Un autre aspect de la presente invention concerne un ferment a base de 

bacteries Iactiques ainsi active. 

Enfin, la presente invention a pour quatrieme objet un procede de 
preparation d'un produit lacte caracterise par la mise en oeuvre de cet activateur 
ou d'un ferment active selon I'invention. 
10 Plus precisement, la presente invention vise un activateur pour un ferment 

a base de bacteries Iactiques, caracterise en ce qu'il comprend au moins : 
- une substance azotee, 
- un systeme tampon capable de maintenir le pH d'activite des bacteries 
Iactiques auxquelles doit etre associe ledit activateur a une valeur comprise entre 
15 Set 7, 

et qui est exempt en sucre(s) ajoute(s) metabolisable(s) par lesdites 
bacteries Iactiques. 

L'activateur revendique est particulierement interessant en terme de 
stabilite et/ou de gain de productivity, d'un ferment a ensemencement direct sous 
20 forme Iiquide. 

C'est ainsi qu'en raison de ['absence dans I'activateur, de sucre(s) 
metabolisable (s), on n'initie pas, lors de la mise en contact de cet activateur 
avec le ferment a activer, de production importante d'acide lactique qui serait 
prejudiciable a la stabilite des bacteries Iactiques. II s'ensuit une plus grande 
25 stabilite dans le temps du ferment active. 

En consequence, I'utilisation conjointe de I'activateur avec un ferment a 
base de bacteries Iactiques permet avantageusement de preserver et 
standardiser I'activite metabolique des bacteries activees sur une periode de 
temps prolongee comparativement a celle observee avec un meme ferment sous 
30 une forme non activee. 

De plus, de maniere tout a fait avantageuse, I'utilisation de I'activateur 
avec un ferment permet de retarder la multiplication cellulaire ou tout simplement 
de limiter la multiplication cellulaire, tout en permettant aux ferments de 
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reprendre leur activite metabolique et en maintenant efficace le ferment active 
selon I'invention. Ceci est iliustre par I'exemple 3. 

Un ferment active selon Tinvention est de maniere avantageuse, efficace 
sur une periode s'etendant jusqu'a 72 heures, plus particulierement sur une 
5 periode s'etendant jusqu'a 48 heures, preferentiellement sur une periode 
s'etendant jusqu'a 24 heures. 

C'est ainsi qu'un ferment a base d'un Lactococcus lactis active selon 
invention est efficace sur une periode s'etendant jusqu'a 72 heures alors qu'un 
meme ferment, mais non active, manifeste une perte d'activite significative au- 
10 dela de trois heures. 

Par ailleurs, les inventeurs ont constate que la presence de I'activateur 
etait avantageuse en terme d'equilibre des populations microbiennes du systeme 
active. Ceci est notamment iliustre par I'exemple 3 figurant ci-apres. 

En ce qui concerne le gain de productivity, il est principalement lie a la 
15 reduction de la periode dite « de latence ». 

Plus precisement, au sens de la presente invention, on entend designer 
par « periode de latence », le delai s'ecoulant entre le moment de I'introduction 
du ferment, active ou non, dans un milieu lacte et le moment ou I'activite 
metabolique des bacteries lactiques presentes dans ce ferment est verifiee par 
20 une diminution significative du pH du milieu lacte due a la formation de I'acide 
lactique. Cette diminution du pH dite significative est en fait une valeur arbitraire, 
dependante de I'appareillage de mesure retenu. Toutefois, a titre indicatif et dans 
le cas de I'appareillage mis en oeuvre dans les exemples illustrant I'invention, 
cette diminution du pH est evaluee a environ 0,08. De maniere plus generate, on 
25 peut estimer que cette diminution significative est atteinte lorsque le pH du milieu 
lacte traite a diminue d'environ 5 % de sa valeur initiate. 

Ce gain de productivity est particulierement significatif pour des ferments 
a base de bacteries lactiques comprenant totalement ou tout au moins 
majoritairement des bacteries de type mesophile. Avantageusement, 
30 I'association d'un activateur a un ferment a base de bacteries lactiques de type 
mesophile reduit la periode de latence d'environ 10 a 25% de sa valeur standard. 

En consequence et comme il ressort des exemples figurant ci-apres, un 
ferment a base de bacteries lactiques sous une forme lyophilisee, melange 
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prealablement a son introduction dans le lait avec un activateur selon ['invention, 
restitue beaucoup plus rapidement un pouvoir acidifiant dans le iait 
comparativement au ferment standard, c'est-a-dire sous une forme non activee. 

Les substances azotees, presentes dans I'activateur revendique, sont ou 
5 derivent de preference de substances azotees de type peptides et acides amines 
et/ou d'une ou plusieurs proteines, laitieres ou non. 

A titre representatif des proteines convenant a ['invention, on peut 
notamment citer la (3-lactoglobuline, I'albumine et I'alpha lactalbumine, les 
caseines et derives comme la caseine lactique, la caseine presure et les 
10 caseinates, la kappa caseine et la beta caseine. 

Comme autres exemples de substances azotees, on peut notamment 
citer les extraits de levure et plus preferentiellement un extrait de levure 
Saccharomyces cerevisiae, qui peuvent etre associes aux proteines citees 
precedemment. 

15 Cette fraction en substances azotees constitue environ 50 a 90 % et de 

preference 60 a 80 % en poids de I'activateur. 

L'activateur selon I'invention ne contient pas de sucre(s) ajoute(s) ce qui 
signifie qu'il ne peut y avoir d'autres sources de sucre(s) ajoute(s) dans cet 
activateur que les substances azotees. 
20 II n'est en effet pas a exclure que ces substances azotees puissent 

contenir une certaine quantite de sucre(s) metabolisable(s), selon la source de 
substances azotees utilisees. 

En ce qui concerne le milieu tampon, il a pour role principal de stabiliser le 
pH du ferment active a une valeur proche entre 5 et 7 au cours de sa periode de 
25 reactivation. Sa presence s'avere particulierement avantageuse lorsqu'il est 
destine a etre associe a un ferment comprenant principalement des bacteries 
lactiques de type mesophiles et thermophiles. 

A titre illustratif des melanges tampons pouvant convenir a I'invention, on 
peut notamment citer ceux comprenant des sels de type sels de magnesium et 
30 de calcium ainsi que des sels de carbonates, phosphates, citrates. 

II s'agit preferentiellement d'un melange de carbonates et plus 
preferentiellement d'un melange de carbonate de calcium et de carbonate de 
magnesium. 
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Selon une variante de Pinvention, sont egalement associes aux 
substances azotees et melange tampon, des elements nutritifs utiles au maintien 
de Pactivite metabolique des bacteries lactiques. 

Ces elements nutritifs incluent generalement des vitamines. 
5 De meme, peuvent etre presents dans l'activateur revendique des co- 

fa cteurs utiles pour activer la glycolyse. A titre representatif de ces co-facteurs, 
on peut en particulier citer les sels mineraux Ca 2+ , Mg 2+ , Mn 2+ , Cu 2+ et Zn 2+ . lis 
sont generalement utilises a raison de 0,1 a 2%. 

On peut egalement envisager d'incorporer dans I'activateur des agents de 
10 texture de type hydrocolloTdes, comme les gommes xanthane, guar, etc. 

Plus precisement, I'activateur selon Pinvention est exempt en sucre(s) 
ajoute(s) metabolisable(s) par lesdites bacteries lactiques. 

Encore plus precisement, I'activateur selon Pinvention comprend au plus 
15 % en poids en sucres metabolisables par lesdites bacteries lactiques, de 
15 preference au plus 10 % des dits sucres, et plus particulierement au plus 5 % des 
dits sucres. II est entendu qu'il s'agit de sucre(s) non ajoute(s) au sens defini plus 
haut. 

A titre illustratif des activateurs revendiques, on peut plus particulierement 
citer ceux comprenant au moins du caseinate de calcium, a raison de 20 a 40% 
20 en poids, et a titre de melange tampon, un melange de carbonates de calcium et 
de carbonates de magnesium. Sont egalement de preference presents dans cet 
activateur des extraits de levure et du sulfate de manganese. 

L'activateur revendique peut etre obtenu par simple melange de ses 
composants et se presente generalement sous une forme seche, generalement 
25 pulverulente. Toutefois, on peut egalement envisager de le formuler sous une 
forme lyophilisee ou congelee. 

L'activateur revendique peut aussi se presenter sous forme liquide. 
Selon une variante preferee de Pinvention, l'activateur revendique se 
presente sous une forme sterilisee et est mis en oeuvre en respectant cet aspect 
30 sterile. 

La presente invention a pour second objet Putilisation d'un activateur 
conforme a la presente invention pour activer un ferment a base de bacteries 
lactiques prealablement a ou lors de Pensemencement d'un milieu lacte. 
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Le ratio ferment sur activateur est compris entre 10 % et 70 % en poids 
sec, de preference de 20 % a 60 % en poids sec. 

[-'utilisation de cet activateur pour activer en milieu liquide un ferment a 
base de bacteries lactiques presente Pavantage d'un ensemencement en ligne, 
5 automatisable, continu ou discontinu et aseptique. 

L'invention a egalement pour objet un ferment a base de bacteries 
lactiques active, caracterise en ce qu'il associe a au moins des bacteries 
lactiques, un activateur conforme a ('invention. 

En Tespece, I'activateur revendique est utilise en quantite telle que ces 
10 composants, a savoir les substances azotees et melange tampon, sont presents 
en quantites suffisantes pour que Ton observe une activation significative du 
ferment a base de bacteries lactiques. 

A titre indicatif, il est utilise en quantite telle que sa quantite en 
substances azotees est ajustee a raison d'environ 160 a 300 % en poids par 
15 rapport aux poids de bacteries lactiques presentes dans le ferment a activer, de 
preference environ 160 % a 250 %. 

L'activateur peut etre melange au ferment soit prealablement ou au 
moment de son utilisation. Toutefois, selon un mode de realisation privilegie, on 
procede prealablement a son utilisation, a sa rehydratation en presence d'un 
20 activateur conforme a la presente invention. Generalement, cette association est 
realisee dans un milieu liquide, de preference I'eau. 

L'activateur est rehydrate de maniere que la quantite d'activateur soit 
comprise entre 5 % et 20 % en poids de suspension aqueuse, de preference 
comprise entre 7 % et 15 %. 
25 La rehydratation et I'activation consecutive peuvent etre realisees a une 

temperature comprise entre 10°C et 20°C et de preference sous agitation, de 
maniere a optimiser Tactivation et Phomogeneisation dans le temps. Le ferment 
active est ensuite utilise tel quel pour Pensemencement, de preference direct, 
d'un milieu lacte. 

30 Les bacteries lactiques susceptibles d'etre associees a un activateur 

conforme a ('invention incluent toutes les bacteries usuellement mises en oeuvre 
pour la production de produits lactes. 
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A titre indicatif de bacteries lactiques, on peut citer les bacteries 
appartenant aux genres Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc 
et Pediococcus. 

On considere egaiement comme bacteries lactiques, les bacteries 
5 utilisees dans le domaine laitier appartenant aux genres Bifidobacterium, 
Propionibacterium et Brevibacterium. 

II peut egaiement s'agir de microorganismes plus particulierement utilises 
pour I'affinage et notamment employes dans I'industrie fromagere. A titre 
representatif de ce second type de microorganismes, on peut notamment citer 
10 les Penicillium roqueforti, Penicillium candidum, Geotrichum candidum, Tourla 
kefir et Saccharomyces kefir et Kluyveryomyces lactis. 

La presente invention a pour quatrieme objet un procede de preparation 
d'un produit lacte comprenant : 

(i) la mise en contact d'un ferment a base de bacteries lactiques avec un 
15 activateur conforme a la presente invention, de maniere a obtenir un ferment dit 

active, 

(ii) Tensemencement du milieu lacte a traiter, de preference le lait, avec 
ledit ferment sous une forme activee, et 

(iii) Tincubation dudit milieu lacte dans des conditions favorables a 
20 I'activite metabolique des bacteries lactiques, de maniere a obtenir le produit 

lacte attend u. 

Au sens de la presente invention, le ferment obtenu a I'issu de la premiere 
etape (i) est dit active dans la mesure ou comparativement a sa forme standard, 
c'est-a-dire non associee a un activateur selon I'invention, il manifeste une 

25 activite bacterienne amelioree. Cette amelioration se manifeste en termes de 
stabilite et de gain de productivity comme discute precedemment. 

Pour ce qui est de I'etape preliminaire (i), a savoir la mise en contact du 
ferment avec Tactivateur revendique, elle est generalement effectuee dans un 
delai suffisant a I'obtention de la forme activee et au sein d'un milieu liquide. La 

30 suspension correspondante peut etre obtenue par ajout d'un liquide, de 
preference un milieu aqueux, au melange des deux composants ou par 
dispersion consecutive des deux composants dans iedit liquide. 
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Comme precise precedemment, Pactivateur est utilise en quantite telle 
que sa quantite en substances azotees est ajustee a raison d'environ 160 a 300 
% en poids par rapport aux poids de bacteries lactiques, de preference environ 
160% a 250 %. 

5 La mise en ceuvre du procede selon invention peut se faire grace a un 

dispositif d'ensemencement. 

Le dispositif d'ensemencement prefere, pour mettre en ceuvre le procede 
selon Tinvention, se presente sous la forme d'un reservoir scelle. 

Le reservoir scelle peut se presenter sous la forme d'une poche fermee 
10 munie d'un systeme d'agitation interne et de moyens d'entree et de sortie. 

Un des moyens d'entree permet I'arrivee du milieu aqueux dans le 
reservoir scelle afin de realiser Tetape (i). Le milieu aqueux est prealablement 
sterilise, de preference il est filtre sur membrane d'au plus 0,45 jam, plus 
particulierement au plus 0,22 j,im. II est a noter que Ton peut utiliser I'eau du 
15 robinet. 

La temperature du milieu aqueux a son arrivee dans le reservoir scelle, 
est comprise entre 5°C et 15°C, de preference comprise entre 8°C et 12°C. 

Un des autres moyens d'entree permet I'arrivee de gaz dans le reservoir 
scelle. L'arrivee de gaz va permettre de mettre en oeuvre le systeme d'agitation 
20 interne du receptacle. 

Le systeme d'agitation interne est constitue d'une poche interne 
permeable. Dans ce cas le reservoir scelle comprend une poche interne 
permeable et une poche externe fermee. L'agitation est realisee par injection 
successive de gaz dans la poche interne permeable, qui permet le transfer! de la 
25 suspension de la poche interne permeable a la poche externe fermee. 

On utilise avantageusement un gaz qui n'intervient pas dans la respiration 
et / ou I'oxydation des microorganismes, des ferments et des bacteries. 

Le gaz injecte est un gaz chimiquement et biologiquement inerte, de 
preference on injecte de I'argon, plus particulierement de I'azote ou du dioxyde 
30 de carbone. 

Par gaz biologiquement inerte, on entend un gaz qui n'intervient pas dans 
la multiplication et la degradation des microorganismes. 
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La pression de gaz dans le reservoir scelle, au cours de I'agitation, est 
inferieure a 5 bars, de preference inferieure a 1 bar. 

L'injection de gaz peut egalement se faire par intervalle regulier de temps. 
De preference on injecte le gaz sous pression par intervalle de temps compris 
5 entre 0,5 minute et 60 minutes. 

L'agitation permet la mise en suspension des ferments et de I'activateur 
dans le milieu aqueux. 

Apres agitation, la suspension de ferments et de I'activateur est 
maintenue en suspension par injection de gaz selon le meme principe d'injection 
10 successive de gaz dans la poche interne. 

La vidange du reservoir scelle se fait de maniere aseptique par le moyen 
de sortie, ce qui permet de realiser I'etape (ii) du procede. 

Cette vidange est realisee par injection de gaz a I'interieur du reservoir 
scelle, ou par transfer! de la suspension aqueuse de ferments et d'activateur a 
15 I'aide d'une pompe ou par gravite. 

L'ensemencement du milieu lacte a traiter avec ledit ferment sous une 
forme activee (etape (ii)) est realise a un debit compris entre 10 ml/min et 1000 
ml/min, de preference compris entre 100 ml/min et 500 ml/min. 

La mise en oeuvre de I'etape (ii) selon I'invention se fait a une temperature 
20 comprise entre 5°C et 40°C, de preference comprise entre 10°C et 15°C. 

La mise en oeuvre de I'etape (ii) selon I'invention se fait sur une periode 
s'etendant jusqu'a 72 heures, plus particulierement sur une periode s'etendant 
jusqu'a 48 heures, preferentiellement sur une periode s'etendant jusqu'a 24 
heures. 

25 L'etape (ii) peut se realiser selon plusieurs variantes. 

Une premiere variante du procede au niveau de I'etape (ii) consiste a 
ensemencer le milieu lacte a traiter en une seule fois avec ledit ferment sous une 
forme activee. Ceci est realise par vidange du ou des reservoir(s) en une seule 
fois. II s'agit d'un ensemencement en lot (un seul reservoir) ou multi-lots 
30 (plusieurs reservoirs). 

Une seconde variante du procede au niveau de I'etape (ii) consiste a 
ensemencer le milieu lacte a traiter de maniere continue avec ledit ferment sous 
une forme activee. 
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Une troisieme variante du procede au niveau de I'etape (ii) consiste a 
ensemencer le milieu lacte a traiter de maniere discontinue avec ledit ferment 
sous une forme activee. 

Par discontinue on entend un cycle d'ensemencement realise de la 
5 maniere suivante : on ensemence le milieu lacte a traiter pendant un laps de 
temps, puis on arrete Tensemencement, puis on recommence I'ensemencement, 
ceci pendant plusieurs cycles. 

Dans le cadre de cette troisieme variante, Pensemencernent du milieu 
lacte a traiter avec ledit ferment sous une forme activee (etape (ii)) est realise a 
10 un debit compris entre 10 ml/min et 1000 ml/min, de preference compris entre 
100 ml/min et 500 ml/min, fait par intervalle regulier ou irregulier de temps 
compris entre 1 minute et 600 minutes. 

II est a noter que le reservoir scelle est de maniere avantageuse fixe sur 
un poste mobile qui peut-etre deplace sur toutes les parties de la chaine 
15 industrielle, avant ou apres I'etape (i) du procede selon ('invention. 

Le type de reservoir prefere pour la mise en oeuvre du procede selon 
invention est du type jetable et / ou sterile. 

Ce reservoir est constitue de preference d'une matiere flexible comme par 
exemple le polypropylene, le polyester, le polyamide, la cellulose ou de tout autre 
20 materiel flexible compatible avec les produits alimentaires, de preference il est en 
polyethylene. 

L'avantage de la mise en ceuvre du procede selon I'invention grace au 
dispositif d'ensemencement tel que decrit ci-dessus, est de realiser un 
ensemencement direct, a temperature ambiante, sterile, standardise, adaptable a 
25 chaque type de production et qui garantit la qualite bacteriologique. 

Un autre avantage de la mise en oeuvre du procede selon I'invention grace 
au dispositif d'ensemencement tel que decrit ci-dessus est de simplifier et 
fiabiliser i'etape d'ensemencement du ferment lactique. 

La presente invention s'etend egalement aux differentes formes de 
30 conditionnement de I'activateur revendique. 

On peut en effet formuler I'activateur revendique sous un conditionnement 
distinct de celui du ferment a base de bacteries lactiques auquel ii est destine a 
etre associe ou, a Tinverse, envisager un conditionnement commun au sein 
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duquel sont presents, de maniere separee ou non, I'activateur revendique et le 
ferment a base de bacteries lactiques. 

Cette seconde variante de conditionnement peut par ailleurs etre congue 
de maniere a ce qu'elle soit adaptee au melange prealable du ferment et de 
5 I'activateur et done a la preparation du ferment dit active preliminairement a 
rensemencement d'un milieu lacte. 

Les exemples figurant ci-apres sont presentes a titre illustratif et non 
10 limitatif de la presente invention. 

Methode 

Les bacteries lactiques, seules ou en melange, presentent une grande 
15 diversite de comportements. Dans le cas de la presente invention, I'activite 
acidifiante a ete retenue a titre de critere de caracterisation. 

L'acidification d'un milieu lacte se fait selon I'ordre chronologique suivant : 

- inoculation d'un lait (pH voisin de 6,6), 

- accroissement de la population de bacteries lactiques grace a 
20 Phydrolyse du lactose du lait, 

- production d'acide lactique par les bacteries qui se traduit par une 
diminution du pH du milieu lacte, 

- arret de la croissance des bacteries qui sont inhibees progressivement 
par I'acide lactique forme, 

25 - poursuite de la production d'acide jusqu'a un pH de 4,5. 

L'activite acidifiante a ete appreciee dans les exemples ci-apres a I'aide 
d'un systeme automatique de suivi et de caracterisation des ferments lactiques 
par acquisition de mesure de pH en temps reel, encore designee ci-apres sous 
I'appellation CINAC. 
30 Le CINAC est compose: 

* d'electrodes combinees en verre de type Ingold (24 voies de mesures 
de pH placees dans des erlens contenant le milieu ensemence et 8 
voies de mesures de temperature) 
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* d'un bain-marie regule par un thermostat et dans lequel sont places les 
erlenmeyers 

* d'une carte electronique fournissant un signal analogique et une 
interface electronique convertissant ce dernier en numerique 

5 * d'un micro-ordinateur PC muni du logiciel CINAC assurant les 

fonctions suivantes : 
. configuration du systeme 

. acquisitions, traitements et stockages des donnees 
. etalonnage des sondes a pH7 et pH4 
10 . calcul des descripteurs cinetiques 

. representations graphiques des donnees traitees 

. conversions des donnees pour I'utilisation de ces dernieres sur d'autres 
logiciels 

. programmation de cycles thermiques pour reguler la temperature du 
15 bain-marie 

. compensation des temperatures pour corriger les variations de ces 
dernieres sur le pH 

(cette correction se fait grace a un regulateur PID : proportionnel- 
integral-derive) 

20 . execution de procedures de test des donnees d'etalonnage afin de detecter 

les dysfonctionnements lies aux sondes. 

Le CINAC traite les donnees en fournissant les courbes des cinetiques 
d'acidification et les descripteurs de ces dernieres. 
25 Les courbes, decrivant les cinetiques, represented les evolutions du pH et de 

la Vitesse d'acidification (dpH/dt), en fonction du temps. Elles temoignent des 
differentes etapes de la croissance : phase de readaptation, acceleration, phase 
exponentielle, ralentissement, phase stationnaire. 

Les descripteurs retenus dans les exemples pour caracteriser les cinetiques 
30 d'acidification sont : 

* Ta = temps de latence en min (temps au bout duquel le pH a varie de 
0.08 upH en dessous de sa valeur initiale) 
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* Vm = vitesse maximale d'acidification en upH/min (vitesse prise au 
maximum de la valeur absolue de la derivee dpH/dt=f(t)) 

* temps 5,20 = temps pour obtenir un pH de 5,20 en minutes. 

A partir de Pensemble de ces parametres il est possible d'apprecier un 
5 gain ou une perte de productivity. 
EXEMPLE 1 

Preparation d'un ferment concentre rehydrate selon rinvention. 
Preliminairement, on prepare I'activateur selon ['invention dans un flacon 
sterile de 1 I contenant un barreau magnetique double anneaux de 45 mm. Les 
10 differents composants de ce melange sont presentes dans le tableau I ci-apres : 

TABLEAU I 



Produits 


Quantite (g) 


Proteines laitieres 


30 


Extrait de S. cerivisiae 


35 


Carbonate de calcium 


10 


Carbonate de magnesium 


10 


Sulfate de manganese 


5 



Les fractions proteiques et minerales constituant ce melange sont 
15 pasteurisees a 85°C pendant 30 minutes puis elles sont melangees et I'ensemble 
est lyophilise. 

Dans les exemples ci-apres, I'activateur ainsi obtenu est ensuite melange 
a 50g de ferment lyophilise et 870g d'eau sterile. Le melange sec est verse dans 
de I'eau sous agitation magnetique et la dissolution se fait en quelques minutes. 
20 On obtient ainsi 1 litre d'une solution qui contient 50g de lyophilise. 

La temperature de la rehydratation du melange resultant, a savoir 
lyophilisat et activateur revendique est conduite selon un cycle thermique dit 
« hiver ». Ce cycle restitue la remontee en temperature d'un ensemble de 25 I qui 
commence a 15°C et s'acheve a une temperature de 20°C qui est atteinte en 20 
25 H environ. 
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EXEMPLE 2 

Mesure de Tactivite acidifiante du concentre liquide obtenu selon 
1'exemple 1 . 

5 L'activite du concentre bacterien est appreciee en fonction du temps de 

stockage. Elle est mesuree apres 20 minutes (considere comme le temps TO), 3 
heures, 6 heures, 16 heures et 24 heures de stockage. 

Les souches testees sont des souches a dominante mesophile. II s'agit 
plus precisement des souches RA 024, RM 034 et MA 014 qui sont des ferments 
10 lactiques commercialises par RHODIA FOOD S.A.S. 

La souche RA 024 est un melange Lactococcus lactis subsp. lactis, 
Lactococcus lactis subsp. cremoris et Streptococcus salivarius subsp. 
thermophilus. 

La souche MA 014 est un melange Lactococcus lactis subsp. lactis et 
15 Lactococcus lactis subsp. cremoris. 

La souche RM 034 est un melange Lactococcus lactis subsp. lactis, 
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar 
diacetylactis et Streptococcus thermophilus. 

Le support d'ensemencement utilise est du lait 34 ecreme a 30°C. 
20 En raison de la concentration, on procede a une dilution pour pouvoir 

ensemencer les tests d'acidification. 

Une activite temoin est lancee pour chaque test realise qui met en ceuvre 
1 g de lyophilisat dans 200 ml de lait. 

Les temoins sont des ensemencements directs avec du ferment non 
25 active dans le lait de fabrication. 

En raison de la concentration des ferments utilises, on procede a une 
dilution du produit. Ainsi, 1 g de ferment est dissous dans 200 ml de lait qui est 
utilise pour la mesure d'activite. 

Dans le cas des essais rehydrates, on procede egalement a une dilution. 
30 L'ensemencement doit etre realise immediatement pour ne pas penaliser 

l'activite du concentrat bacterien. 
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Mesure de I'activite acidifiante au cours du temps. 
Les resultats obtenus avec chacune des souches sent preserves en tableaux 
II, III et IV ci-apres. 

Les donnees figurant dans ces tableaux rendent compte des gains obtenus 
5 en termes de stabilite et de productivity avec les ferments actives selon 
invention comparativement a leur forme non activee respective. 

TABLEAU II 



A 014 active 


Essai ad 


ive puis stocke 




Temps de 
stockage 


1 H 


2H 


4 H 


6 H 


8 H 


24h 


Temps en min. 
pour avoir un pH 
de 5,20 


380 


370 


385 


385 


380 


380 


MA 014 non 
active temoin 






Temps en min 
pour avoir un pH 
de 5,20 


400 


400 


400 


400 


400 


400 


Gain en temps 
technologique 

en minutes 
obtenu avec la 
forme activee 


20 


30 


15 


15 


20 


20 



10 TABLEAU III 



RA 024 active 


Essai act 


ve puis stocke 




Temps de 
stockage 


1 H 


2 H 


4 H 


6 H 


8H 


12 H 


24h 


Temps en min. 
pour avoir un 
pH de 5,20 


395 


395 


390 


390 


390 


390 


395 


RA 024 non 
active temoin 






Temps en min 
pour avoir un 
pH de 5,20 


410 


410 


410 


410 


410 


410 


410 


Gain en temps 
technologique 

en minutes 
obtenu avec la 
forme activee 


15 


15 


20 


20 


20 


20 


15 
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TABLEAU IV 



RM 034 active 


Essai act 


ve puis stocke 




Temps de 
stockage 


1 H 


2H 


4 H 


6 H 


8 H 


12 H 


24h 


Temps en min. 
pour avoir un 
pH de 5,20 


425 


425 


425 


420 


415 


415 


415 


RM 034 non 
active temoin 






Temps en min 
pour avoir un 
pH de 5,20 


445 


445 


445 


445 


445 


445 


445 


Gain en temps 
technologique 
en minutes 
obtenu avec la 
forme activee 


20 


20 


20 


25 


30 


30 


30 



5 

EXEMPLE 3 

Stabilite des populations microbiennes en presence d'un activateur 
conforme a Tinvention. 

10 

Dans cet essai, est evaluee la stabilisation des populations sur une duree de 
24 heures au sein des ferments RA 021, RA 022, RA 024 et 
RA 026 rehydrates en presence de I'activateur prepare selon I'exemple 1. 

RA 021, RA 022 et RA 026 sont des souches comprenant un melange de 
15 bacteries mesophiles et thermophiles a Timage de celui identifie pour la souche 
RA 024 et sont commercialisees par RHOD1A FOOD S.A.S. 

Les conditions du melange du ferment a base de bacteries lactiques 
considere et de I'activateur sont identiques a celles presentees dans I'exemple 2. 
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Les resultats sont presentes dans le tableau V ci-apres. 

TABLEAU V 



Melanges 
Commerciaux 


Groupe de 
souches 


Temps de stockage 


TO 


4h00 


8h00 


24h00 
















mesophile 


3.10E+10 


3.30E+10 


3.50E+10 


3.20E+10 


RA021 


thermophile 


5.10E+09 


5.00E+09 


5.40E+09 


6.50E+09 
















mesophile 


3.10E+10 


3.00E+10 


3.00E+10 


3.00E+10 


RA022 


thermophile 


3.20E+09 


4.00E+09 


4.40E+09 


5.90E+09 
















mesophile 


3.20E+10 


3.50E+10 


3.00E+10 


3.40E+10 


RA024 


thermophile 


4.90E+09 


5.30E+09 


5.80E+09 


6.70E+09 
















mesophile 


2.40E+10 


2.60E+10 


2.50E+10 


2.20E+10 


RA026 


thermophile 


3.70E+09 


4.20E+09 


4.00E+09 


4.00E+09 



5 De ces resultats il ressort le comportement avantageux de I'activateur vis- 

a-vis de ia population bacterienne presente dans le ferment, et notamment la 
faibie multiplication cellulaire. 
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REVENDICATIONS 

1. Activateur pour un ferment a base de bacteries lactiques, caracterise en ce 
5 qu'il comprend au moins : 

- une substance azotee, 

- un systeme tampon capable de maintenir le pH d'activite des bacteries 
lactiques auxquelles doit etre associe ledit activateur a une valeur comprise entre 
5et7, 

10 et qui est exempt en sucre(s) ajoute(s) metabolisabie(s) par lesdites bacteries 
lactiques. 

2. Activateur selon la revendication 1, caracterise en ce que la substance 
azotee est ou derive d'une substance azotee de type peptide et acide amine 

15 et/ou d'une ou plusieurs proteines laitieres ou non. 

3. Activateur selon la revendication 2, caracterise en ce que la substance 
azotee comprend une proteine choisie parmi la p-lactoglobuline, I'albumine et 
i'alpha lactalbumine, les caseines et derives comme la caseine lactique, la 
20 caseine presure et les caseinates, la kappa caseine, la beta caseine. 

4. Activateur selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
substance azotee comprend en outre un extrait de levure. 

25 5. Activateur selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 

fraction en substance(s) azotee(s) constitue 50 a 90% et de preference 60 a 80% 
en poids de I'activateur. 

6. Activateur selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
30 que le melange tampon est un melange de carbonates, et de preference un 
melange de carbonate de calcium et de carbonate de magnesium. 



WO 02/24870 



20 



PCT/FR01/02928 



7. Activateur selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il comprend en outre des elements nutritifs necessaires au maintien de 
I'activite metabolique des bacteries lactiques. 

5 8. Utilisation d'un activateur tel que defini dans les revendications 1 a 7 pour 

I'activation d'un ferment a base de bacteries lactiques, prealablement a ou lors 
de I'ensemencement direct dans un milieu lacte. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que la mise en 
10 contact dudit activateur avec le ferment a base de bacteries lactiques est realisee 

en milieu liquide. 

10. Ferment a base de bacteries lactiques active, caracterise en ce qu'il 
associe a au moins des bacteries lactiques, un activateur selon Tune des 

15 revendications 1 a 7. 

11. Ferment a base de bacteries lactiques selon la revendication 10, 
caracterise en ce que les bacteries lactiques sont des bacteries a dominance 
mesophile. 

20 

12. Ferment a base de bacteries lactiques selon la revendication 10 ou 11, 
caracterise en ce que les bacteries lactiques et I'activateur sont associes au sein 
d'un milieu liquide. 

25 13. Ferment a base de bacteries lactiques selon Tune des revendications 10 a 

12, caracterise en ce que I'activateur est utilise en quantite telle que sa quantite 
en substances azotees est ajustee a raison d'environ 160 a 300 % en poids par 
rapport aux poids de bacteries lactiques. 

30 14. Procede de preparation d'un produit lacte comprenant : 

(i) la mise en contact d'un ferment comprenant au moins des bacteries 
lactiques avec un activateur selon Tune des revendications 1 a 7, de maniere a 
obtenir le ferment sous une forme activee, 
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(ii) Pensemencement du milieu lacte a traiter, de preference le lait avec ledit 
ferment sous une forme activee, et 

(iii) Pincubation dudit milieu lacte dans des conditions favorables a Pactivite 
metabolique desdites bacteries lactiques de maniere a obtenir le produit lacte 

5 attendu. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que la mise en 
contact du ferment a base de bacteries lactiques avec ledit activateur est realisee 
au sein d'un milieu liquide. 

10 

16. Procede selon Pune des revendications 14 ou 15, caracterise en ce que la 
mise en oeuvre du procede peut se faire grace a un dispositif d'ensemencement. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que le dispositif 
15 d'ensemencement se presente sous la forme d'un reservoir scelle. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que le reservoir 
scelle peut se presenter sous la forme d'un resevoir jetable et / ou fixe sur un 
poste mobile. 

20 

19. Procede selon Pune des revendications 17 ou 18, caracterise en ce que le 
reservoir scelle peut se presenter sous la forme d'une poche munie d'un systeme 
d'agitation interne et de moyens d'entree et de sortie. 

25 20. Procede selon Pune des revendications 17 ou 19, caracterise en ce que 

un des moyens d'entree permet Parrivee du milieu aqueux dans le reservoir 
scelle afin de realiser Petape (i). 

21. Procede selon Pune des revendications 17 a 20, caracterise en ce que la 
30 temperature du milieu aqueux a son arrivee dans le reservoir scelle, est comprise 
entre 5°C et 15°C, de preference comprise entre 8°C et 12°C. 
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22. Procede selon Tune des revendications 17 a 21, caracterise en ce que 
un des autres moyens d'entree permet I'arrivee de gaz le dans le reservoir scelle. 

23. Procede selon Tune des revendications 17 a 22, caracterise en ce que 
5 le gaz injecte est un gaz chimiquement et biologiquement inerte, de preference 

de I'argon, plus particulierement de Tazote ou du dioxyde de carbone. 

24. Procede selon Tune des revendications 17 a 23, caracterise en ce que 
la pression de gaz dans le reservoir scelle, est inferieure a 5 bars, de preference 

10 inferieure a 1 bar. 

25. Procede selon Tune des revendications 17 a 24, caracterise en ce que 
i'injection de gaz se fait par intervalle regulier de temps, de preference compris 
entre 0,5 minute et 60 minutes. 

15 

26. Procede selon Tune des revendications 14 a 25, caracterise en ce que 
I'etape (ii) peut se realiser selon plusieurs variantes, soit en lot, soit en multi-lots, 
soit en continu ou en discontinu. 

20 27. Procede selon Tune des revendications 14 a 26, caracterise en ce que 

I'etape (ii) est realisee a un debit compris entre 10 ml/min et 1000 ml/min, de 
preference compris entre 100 ml/min et 500 ml/min. 

28. Procede selon Tune des revendications 14 a 27, caracterise en ce que 
25 la mise en oeuvre de I'etape (ii) se fait a une temperature comprise entre 5°C et 

40°C, de preference comprise entre 10°C et 15°C. 

29. Procede selon Tune des revendications 14 a 28, caracterise en ce que 
la mise en oeuvre de I'etape (ii) se fait sur une periode s'etendant jusqu'a 72 

30 heures, plus particulierement sur une periode s'etendant jusqu'a 48 heures, 
preferentiellement sur une periode s'etendant jusqu'a 24 heures. 
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